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[摘  要]  目的 :研究抗人死亡受体 5 单链抗体 ZF1 对 H22 肝癌细胞体内外抑制增殖作用。方法: MTT 法检测 ZF1 对
H22 肝癌细胞体外杀伤作用, 流式细胞术检测 ZF1 诱导H22的凋亡率, 建立 H22 移植瘤模型, 随机分为 PBS 组、ZF1 组、EPI 组
和ZF1/ EPI联合组四组。观察肿瘤生长和小鼠体重变化情况。治疗 13天后分离肿瘤组织,进行HE染色检查、TUNNEL 法检测
细胞凋亡。结果:体外实验显示: ZF1可抑制 H22 细胞的增殖, 呈剂量依赖性,抑制率最高为 84. 5%。体内实验结果显示单独
应用 ZF1或联合应用 ZF1/ EPI时,肿瘤增长受到明显抑制。HE 染色和 TUNNEL分析结果表明 ZF1 可有效诱导肝癌肿瘤凋亡,
ZF1/ EPI联合组效果更明显, 而对正常肝细胞无毒性。结论:单链抗体 ZF1 具有良好抑制 H22 细胞增殖的作用。ZF1和 EPI 联
合应用效果更明显。
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Analysis of single- chain antibody against death receptor 5 ( ZF1) on murine H22
hepatocellular carcinoma cell
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[Abstract]  Objective:The purpose of this study is to evaluate the effects of a single- chain antibody against death receptor 5 ( ZF1) on
tumor growth and survival in murine H22 hepatocellular carcinoma tumor model. Methods:Killing effect of ZF1 on H22 cells was analyzed by
MTT assay in vitro. The apoptosis rate of H22 cells induced by ZF1 was detected using Flow Cytometry assay. The transplanted model of H22
tumor was developed in mice. The mice were randomly divided into four groups, PBS group, ZF1 group, EPI group and combined treatment
group of ZF1/ EPI. Tumor growth and body weight changes were observed. After treatment over 13 days, the tumor tissue for HE staining and
TUNNEL assay was performed to detect apoptosis. Results:The results showed that ZF1 could inhibit growth of H22 cells in a dose dependent
manner. The growth inhibition rate was up to 84. 5% . The results showed that ZF1 alone or in combination with ZF1/ EPI, the tumor growth
was significantly inhibited. HE staining and TUNNEL analysis showed that ZF1 could effectively induce apoptosis of tumor cells without tox ic
effects, especially in ZF1/ EPI combined treatment group. Conclusion: It is showed that ZF1 induces a good inhibition on the proliferation of
H22 cell, especially in combined treatment group of ZF1/ EPI.
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  细胞凋亡( Cell apoptosis)是受基因调控、细胞主
动参与、其自身有一定程序的生理性死亡过程,又称
为程序性细胞死亡或细胞自杀[ 1]。Wiley 等[ 2]发现
TNF超家族成员肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand) , 可以通
过其受体 DR4 ( Death receptor 4) 及 DR5 ( Death re-
ceptor 5) 诱导肿瘤细胞凋亡,而对正常细胞无影响,
近年来成为肿瘤研究领域的热门靶点之一[ 3]。在正
常生理条件下, DR5 与 TRAIL 的亲和力明显大于






















1. 1  实验动物  雄性 BALB/ c 小鼠 32 只, 体重
( 20 ? 2)克, 由厦门大学医学院实验动物中心提供。
H22细胞系由厦门大学医学院实验动物中心提供。
1. 2  材料  鼠抗人DR5 功能性单链抗体 ZF1, 由本
实验室制备。DMEM medium ( powder ) 购自 Gibco
BRL 公司,表阿霉素( EPI) 粉剂购自辉瑞公司。AN-
NEXIN V/ PI 双染试剂盒购自南京凯基生物公司。
四氮唑蓝( MTT)购自 Sigma 公司。Model 3550 酶标
仪购自 Bio-Rad 公司。EPICS XL 流式细胞仪购自
COULTER公司。组织切片机购自Leica公司。TUN-
NEL 试剂盒购自Merck公司。
1. 3  方法
1. 3. 1  MTT法检测 ZF1对 H22的细胞毒性效应  
96孔板每孔加 100 Ll H22 细胞悬液( 3 @ 104/孔) 4
复孔培养,分为实验组与阴性对照组,实验组分别加
入终浓度为 0. 225、0. 45、0. 9、1. 2 mg/ml 的 200 Ll
ZF1溶液; 阳性对照组分别加入终浓度为 0. 0125、
01025、0. 05、0. 1 mg/ ml的 200 Ll EPI溶液;阴性对照
组加入鼠 IgG。培养24小时,加入MTT 工作液20 Ll/
孔,继续培养 4小时。弃上清,每孔加入 200 Ll DMSO
振荡,用酶标仪测A570吸收值。实验重复 3次。细胞
生长抑制率( % ) = ( 1- 实验孔OD570/对照孔 OD570) @ 100%。
1. 3. 2  Annexin V/PI流式细胞仪法对 ZF1诱导细胞
凋亡率的检测  取对数生长期的 H22 细胞, 用
0125%胰酶消化, 制成单细胞悬液, 调整细胞浓度为
1 @ 106 ml- 1。收集并制备细胞悬液, 加入 6 孔培养
板, 2 ml/孔, 每孔细胞终浓度为 3 @ 105 ml- 1, 置
37 e 、5%CO2培养24小时, 实验孔加入ZF1溶液, 终
浓度分别 01225、0. 45、1. 2 mg/ml 2 ml, 阴性对照孔
加DMEM培养液, 置 37 e 、5% CO2 培养 4小时。胰
酶消化,收集细胞于 Eppendorf 管中离心, 用 PBS 洗
涤1次, 取 104 细胞悬浮于 500 Ll标记液中, 加 An-
nexin V染液及 PI 染液各 5 Ll, 避光混匀后, 室温放
置15 分钟, 流式细胞术检测细胞凋亡率。WinM-
DI2. 9软件分析所得数据。
1. 3. 3  肿瘤动物模型的建立、分组及治疗  从已移
植了鼠源性肝癌细胞H22 的小白鼠腹腔抽取出肝癌
细胞 H22, 显微镜下计数后, 用 0. 01 mol/ L PBS
( pH7. 2) 稀释至约 1 @ 107 个细胞/ ml, 用 1 ml注射
器分别移植至32只 9~ 12周龄的雄性 BALB/ c小鼠
右腋旁 (腋周毛已除尽) , 每只约 1 @ 106个细胞 (即
0. 1 ml)。待确定所有小鼠均长出肿瘤后,随机将 32
只小鼠分成 4个实验组, 每组 8只: PBS 组、ZF1组、
EPI组、ZF1/ EPI联合组。
PBS、ZF1、EPI 用 0. 22 Lm 滤膜过滤除菌, 并用
无菌 0. 01 mol/ L PBS ( pH7. 2)分别稀释至表 1中的
浓度。通过腹腔注射给药, 每天一次, 每次 100 Ll/
只,连续 13天。
1. 3. 4  小鼠体重的称量  小鼠给药后,每天用电子
天平称量小鼠的体重, 记录小鼠体重的连续变化。
1. 3. 5  各组织器官的获取及肿瘤大小、重量的测量
 自第一天给药开始每天观察肿瘤生长及小鼠存活
状况,并用游标卡尺每天按时测一次肿瘤大小(长、






约 1 cm @ 1 cm@ 2 cm的组织。
1. 3. 6  HE 染色、脱水和封片  经常规的组织固定
和石蜡包埋后,将脱蜡水化后的切片侵入加油冰醋
酸的苏木精液中染色 5分钟; 自来水缓洗 10分钟;
浸入 1% 盐酸乙醇溶液进行分色至组织块呈紫红
色,约 1 分钟; 自来水洗 1分钟; 1%稀氨水蓝化 30
秒;蒸馏水洗 1分钟;伊红复染 20~ 30秒;自来水洗
1分钟; 蒸馏水洗 1分钟; 70%乙醇5分钟; 80%乙醇
5分钟; 95%乙醇 5分钟 @ 2道;无水乙醇 5分钟 @ 2
道;二甲苯 5分钟 @ 2道; 中性树胶封片; 显微镜下
镜检。
1. 3. 7  TUNNEL法检测细胞凋亡率  用 20 mg/ml




Tab. 1  A scheme for grouping mice
Groups n Amount ( ml / d) Concentrat ion ( mg/ml)
Control group 8 0. 1 )
EPI group 8 0. 1 0. 05
ZF1 group 8 0. 1 0. 9
EPI+ ZF1 group 8 0. 1 0. 45/ 0. 025
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20分钟。标记: 脱蜡水化后的切片加 80 Ll 平衡缓
冲液悬浮细胞, 室温放置 5分钟, 让 Nucleotide Mix
在冰上解冻, 准备 TdT 反应液, Equilibration Buffer 45
Ll+ Nucleotide Mix 5 Ll+ TdT Enzyme 1 Ll 共 51 Ll。
加入TdT 反应液 50 Ll, 37 e 水浴箱内, 60 分钟, 避
光。加 20 mmol/ L EDTA 1 ml 终止反应, PBS 洗 2
次,加 PI/ RNase/ PBS 0. 5 ml。室温下,避光反应15~
30分钟,上机检测。
2  结果
2. 1  MTT 法检测 ZF1诱导H22凋亡的细胞毒性效
应  ZF1对H22细胞有杀伤作用, H22细胞的生长
抑制率与 ZF1呈明显的剂量依赖性。当 200 Ll ZF1
终浓度为 0. 225 mg/ ml 时, 对 H22 细胞抑制率为
3315%; 200 Ll ZF1终浓度为 0. 45 mg/ ml时, 对H22
细胞抑制率为 51. 7%; 200 Ll ZF1终浓度为 0. 9 mg/
ml时, 对 H22细胞抑制率为 59. 5%; 200 Ll 终浓度
为1. 2 mg/ ml时,对 H22细胞抑制率为 84. 5%。各
浓度均高于阳性对照表阿霉素 EPI 组的 29. 7%、
3619%、43. 1%、80. 7% ,见图 1。
2. 2  ANNEXIN V/PI流式细胞仪法对 ZF1诱导细胞
凋亡率的检测  流式细胞术检测结果表明 2 ml终
浓度 0. 225 mg/ml的 ZF1作用 H22细胞 4小时,H22
细胞凋亡率为 23. 93%, 其中早期凋亡率 8. 51%, 晚
期凋亡率 15. 42%,如图 2B所示。2 ml 终浓度 0. 45
mg/ ml的 ZF1作用H22细胞 4小时, H22细胞凋亡率
为45. 57% ,其中早期凋亡率为 23. 28%,晚期凋亡率
为22. 29%,如图 2C所示。2 ml 终浓度 1. 2 mg/ ml的
ZF1 作用 H22 细胞 4 小时, H22 细胞凋亡率为
80109%, 其中早期凋亡率 12. 43% , 晚期凋亡率
67166%,如图 2D 所示。结果说明 ZF1对诱导肿瘤
细胞H22的凋亡呈剂量依赖相关(图 2)。
2. 3  各组小鼠肿瘤重量及体积情况  从给药时开
始,每天测量肿瘤的长、宽、高,利用公式: F @ 长 @ 宽 @
高/ 6,计算肿瘤体积。第 14天处死小鼠时,取肿瘤组
图1 MTT比色法检测不同浓度 ZF1对 H22细胞增殖的影响
Fig. 1  Viability of mice tumor cell lines H22 in response to
treatment with ZF1 and EPI in MTT assay
织,称量肿瘤重量, 绘制 H22 肿瘤重量柱形图 (图
3A)。结果发现,与阴性对照组相比, 各治疗组小鼠
的肿瘤生长均受到抑制,且随着给药时间的延长,抑
制效果更加明显。与 EPI治疗组相比, 单链抗体 ZF1
组抑制作用明显, 联合治疗组对肿瘤的抑制作用更
加明显。另外,我们比较了各治疗组和阴性对照组
小鼠H22肿瘤生长的情况 (图 3B)。结果发现, 与
阴性对照组相比, 各治疗组小鼠的肿瘤生长均受到
抑制,且随着给药时间的延长, 抑制效果更加明显。
与 EPI治疗组相比, 单链抗体 ZF1组和联合治疗组
对肿瘤的抑制作用最明显。

















图 2 ZF1诱导 H22 细胞调亡的流式细胞仪分析结果
Fig. 2 Analysis H22 cell apoptosis treated by ZF1 by FCM
Note: A.H22 cells; B.H22 cells treated with 0. 225mg/ ml ZF1;C. H22 cells
treated with 0. 45 mg/ml ZF1; D. H22 cells treated with 1. 2 mg/ ml
ZF1.




Fig. 3  Comparison of tumor height and tumor volume in H22
tumor-bearing mice of each group
Note: A. Weight of mice tumor after 14 days treatment ; B.Volume of mice tu-
mor treated per day.
















Tab. 4  Comparison of body weight in H22 tumor-bearing mice
of each group
图 5 肝脏、肾脏和肿瘤组织的 HE染色
Fig. 5  HE staining of liver, kidney and tumor
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图 6 肿瘤组织的 TUNEL染色















(Mr 30 000,相当于完整抗体的 1/ 6) , 使其能够迅速




体外实验经 MTT 法检测显示,当 200 Ll ZF1终
浓度分别为 0. 225、0. 45、0. 9、112 mg/ ml时, H22 细
胞的生长抑制率分别为 3315%、51. 7%、59. 5%、
8415%。通过MTT 实验说明, ZF1对 H22细胞有杀
伤作用,并且 ZF1对细胞的生长抑制率是随着剂量
的增加而增加的。
流式细胞术检测结果表明 1. 2 mg/ml的 ZF1作
用H22细胞 4小时, H22细胞凋亡率为 80. 09% , 其
中早期凋亡率 12. 43% ,晚期凋亡率 67. 66%。0. 45
mg/ml的 ZF1 作用H22 细胞 4 小时, H22细胞凋亡
率为 45157%, 其中早期凋亡率为 23. 28% , 晚期凋
亡率为22. 29%。0. 225mg/ ml的ZF1作用H22细胞

















疗组。HE染色和 TUNEL 检测的实验结果显示, 比
较 PBS对照组,治疗组肿瘤组织切片均可见凋亡和
坏死的肿瘤细胞, 其中联合用药组具有较多的凋亡
细胞,提示联合应用单链抗体 ZF1 和 EPI诱导肝癌
细胞凋亡作用明显。同时,肝组织切片染色结果显
示对照组与单独应用 EPI 治疗组有大量的坏死细
胞,而 ZF1组和联合治疗组未见坏死细胞, 说明 ZF1
不具有肝毒性, 且联合应用 ZF1 和 EPI 会降低 EPI
对正常肝细胞的细胞毒作用。
文献已报道,化疗药物可通过上调肿瘤细胞表
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